




























































1mL  SE缓冲液：SE缓冲液的配制方法：50mM  NaCl，50mM  Tris，5mM  EDTA，调pH至8.0颠倒混
匀洗涤2～5min；
(c)细胞裂解：1500×g离心15min，去上清液，将细胞分别重悬浮于415V体积的Lysis裂


































technique  for  quantitation  of  low  levels  of  DNA  damage  in  individual  cells”





showing  ultraviolet-B  radiation-induced  damage  of  DNA  in  cyanobacteria  and 
its  detection  by  PCR  assay”.Kumar.,et  al,Biochemical  and  Biophysical  Research 
Communications,卷:318期：4页:1025-1030,2004年6月11日)，以及通过实时荧光定量PCR
(“DNA  supercoiling  suppresses  real-time  PCR:a  new  approach  to  the 














































































(50mM  NaCl，50mM  Tris，5mM  EDTA，调pH至8.0)洗涤2～5min。
[0029] 5)1500×g离心15min，去上清液。将细胞分别重悬浮于415μL的Lysis裂解液(40mM 








[0031] 7)分别向以上T、P和B样品中加入100μL体积的60μM  Hoechest  33258(溶解于0.1M
的磷酸缓冲液中，pH＝7.6)，轻轻混匀，28℃下10000rpm离心5min，整个过程避光。
[0032] 8)荧光测定：分别取200μL的T、P和B样品上清液，于酶标仪(SpectraMax  M5，
Molecular  Device，US)下测荧光强度(激发/发射光波长设定：激发光350nm，发射光
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455nm)，T、P和B样品的荧光强度分别记为fP、fB,和fT。
[0033] 9)结果计算：DNA链断裂指数(SSF)的计算
[0034] 首先，计算残留双链DNA百分比F，F＝(fP－fB)/(fT－fB)×100％
[0035] 然后，根据所计算出的F值计算DNA链断裂指数，计算公式为
[0036] SSF＝-ln(Ft/F0)
[0037] 其中，F0为对照组的F值，Ft为处理组的F值。
[0038] 通过上述方法分析得到在不同浓度焦性没食子酸(PA)暴露条件下，DNA链断裂水
平随暴露时间与暴露浓度之间的关系(图1)。在2mg/L  PA暴露4、8和12h条件下，DNA链的断
裂水平分别为0.08、0.14和0.17SSF(1SSF＝16000个断裂位点)。随着暴露浓度的升高和暴
露时间的延长，DNA链的断裂水平呈现明显的时间效应和剂量效应，在50mg/L暴露12h的时
候到达0.968SSF。在自然水体中，多酚类化感物质的浓度范围在0.52-7.66μg/L，由此推算
多酚类化感物质在自然水体中可造成单个藻细胞0.33-4.9个位点的DNA链的断裂，从而间
接证明了自然水体中水生植物可能通过化感效应引起浮游植物群落的基因毒性，为自然水
体中水生植物与藻类化感现象提供了有利的证据。
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图1
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